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研究成果の概要（和文）：細胞膜の張力が膜タンパク質の機能に与える影響を解明するために、独自の脂質2重
膜実験法（CBB法）を改良して、膜張力実験の基盤システムを構築した。このシステムを使って、代表的な膜タ
ンパク質であるKcsAカリウムイオンチャネルの膜張力依存性を1分子レベルで詳しく調べた。その結果、張力に
よってKcsAチャネルが開口する際の構造変化や、KcsA分子内の張力を感知する部位についての新たな知見を得る
ことができた。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the effect of membrane tension on membrane protein function, we
 established a basic system for membrane tension experiments based on our original lipid bilayer 
experimental method (CBB method). Using this system, we investigated the membrane tension dependence
 of the representative membrane protein, the potassium ion channel KcsA, at the single-molecule 
level. We were able to gain new insights into the structural changes that occur when the KcsA 
channel opens in response to tension and to identify the tension-sensing sites within the KcsA 
molecule.

研究分野： 脂質2重膜を使ったチャネルタンパク質の機能解析

キーワード： 生体膜　チャネル　張力　電気生理　蛍光

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膜タンパク質は細胞の物質輸送や情報伝達の中心的な役割を果たす重要な分子である。従来、膜タンパク質の機
能を制御する因子として、膜電位や化学修飾、信号分子の結合などが一般的に考えられてきた。私たちの研究に
より、代表的な膜タンパク質において、これまで明らかになっていなかった張力依存性とその仕組みが解明され
たことで、膜張力という新たな制御因子が加わった。また、膜張力を考慮に入れて医薬品の膜タンパク質に対す
る作用機序を再評価することで、より精度の高い医薬品設計が可能になる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

細胞膜に埋め込まれた膜タンパク質は、脂質 2 重層に生じる張力（膜張力）を受けつつ機能
している。膜張力は、細胞の状態や周囲環境の変化などによって大きく変動する。例えば、周囲
が低浸透圧環境になると細胞が膨張し、細胞膜が伸びて張力が大幅に増大する。また、細胞周期
や遊走によっても細胞膜局所の張力が増大することが明らかになっている（Helvert et al. Nat. Cell. 
Biol. 2018）。 

こうした膜張力の変化を活性制御に利用する膜タンパク質が存在する。その代表的なものが
機械受容チャネルであり、膜張力の増大によって開口する大腸菌の MscL や MscS チャネル、哺
乳類に存在する Piezo チャネルなどが含まれる。よって、脂質 2 重層からの物理的作用“Force-
from-lipid”をタンパク質活性制御に利用する仕組みは、バクテリアから高等生物に至るまで生物
界では広く利用されている（Teng et al. Pflugers Arch. 2015）。 

一方、膜張力が増大するような事象が起きていない細胞膜においても、微弱な内因性張力が
常に存在する。この内因性張力、すなわち“小さな Force-from-lipid”は膜タンパク質の機能にどの
様な影響を及ぼしているのであろうか？この問題について、現在に至るまで明確な答えが得ら
れていない。細胞膜を貫通する膜タンパク質は、膜に組み込まれた時点で区別なく内因性張力に
曝される。よって内因性張力の影響を切り分けて機能解析を行うことは極めて困難で、その問題
は事実上看過されてきたと言える。高分解能の膜タンパク質構造情報が得られるようになり、高
精度な機能解析と組み合わせることではじめて分子レベルでの作動機序解明を実現できる。“小
さな Force-from-lipid”の制御およびその影響の評価が可能となれば、膜タンパク質の機能解析精
度が飛躍的に向上すると考えられる。 
 
２．研究の目的 

本研究の究極的な目標は、内因性張力のような微弱な張力が膜タンパク質機能に及ぼす影響
について分子レベルで実態を解明し、その仕組みを理解することである。これまで内因性張力に
関する研究が進展していないのは、その影響を評価するための実験自体が極めて困難なためで
あった。細胞膜、あるいは従来の人工脂質 2 重膜において、膜張力を厳密に制御して実験を行う
ことは現実的には困難である。また、機械受容チャネル研究の常套手段とされるパッチクランプ
法では、細胞膜をピペットで吸引することによって大きな膜張力を発生させることはできるが、
内因性張力程度の小さい張力を制御することは、原理的に不可能である。本研究ではこうした困
難な課題に対し、①再構成実験、②研究対象の単純化、により、極めて本質的な要素だけに絞っ
た研究戦略でアプローチを試みる。これにより、内因性張力の作用を膜タンパク質の制御因子と
して初めて議論の俎上に載せ、関連する研究手法・分野の開拓を目指す。膜タンパク質は創薬の
ターゲットとしても重要であり、膜タンパク質の働きを制御する因子に張力が加わることとな
れば、その性質を応用した創薬研究への展開も期待できる。 
 
３．研究の方法 

本研究目的を実現するために、①再構成実
験では、申請者が近年開発した人工膜実験技
術、接触液胞 2 重膜法（Contact Bubble Bilayer, 
CBB 法、Iwamoto et al. Sci. Rep. 2015）を最大限
活用した（図 1）。CBB 法では、パッチクラン
プ法の様な大きな膜張力の制御だけではなく、
原理的に、小さな膜張力範囲での制御も可能で
ある。この点において、CBB 法が内因性張力の
効果を実験的に検討できる現在唯一の手法で
ある。再構成実験系の特徴として、溶液や脂質
2 重膜の組成を完全に制御できるので、膜タン
パク質機能の摂動要因を極力排した環境で実
験を行うことができる。また、②研究対象の単
純化にあたっては、機能解析データから分子機
序の解釈が容易に行えるよう、構造が比較的単
純な膜タンパク質・KcsA カリウムイオンチャ
ネル（以下、KcsA チャネル）を研究対象として
用いた。KcsA チャネルは、イオン透過路（ポ
ア）とイオン選択性フィルター、開閉制御ゲー
トというイオンチャネルの本質的構造と小さ
な細胞質ドメインから構成され、タンパク質型
イオンチャネルの典型モデルとみなされてお
り、分子機序解明に必須の高解像度構造情報も
豊富に蓄積している。また、シングルチャネル

 

図 1．CBB 法の概要 
 倒立顕微鏡のステージ上で実験を行う。
両ピペット内に電極を挿入することで、膜
に組み込まれたイオンチャネル電流測定に
対応する。 



電流としてチャネルの開閉挙動を 1 分子レベルで精度良く捉えることができる利点がある。以
下は具体的な研究方法である。 
（１）CBB 法を応用した膜張力制御実験法の確立 

CBB 法では、脂質単分子膜を纏った２つの油中水滴同士を接触させることで、その接触面に
脂質 2 重膜（接触膜）を作成する。油中水滴は、ガラスピペット先端からピペット内圧操作によ
って中のリン脂質懸濁液（リポソーム溶液）を膨らませて作成し、そのままピペット先端に維持
したものである。接触膜の張力は、油中水滴の半径、油中水滴同士の接触角、そしてピペット内
圧から、Young-Laplace 式と Young 式により決定できる（図 2）。本研究では、油中水滴の顕微
鏡映像をモニターし、ピペット内圧を計測・制御することで、膜張力の解析と操作を可能にする
ことを目指した。従来の CBB 法では、接触角の膜電位依存的変化と、別に解析した膜容量から
膜張力を計算していた。しかしこの手順では、その都度膜電位パルスを印加する必要がある上に
解析に時間を要し、シングルチャネル電流測定中にリアルタイムで膜張力を知り得ることはな
かった。本研究手法では連続的な膜張力のモニターおよび操作が可能となるため、膜張力研究へ
の応用の可能性が大幅に広がることが期待できる。 
（２）KcsA チャネル開閉挙動に対する膜張力の影響の解明 

申請者はこれまで、本来機械受容チャネルには分類されない KcsA チャネル開閉挙動の膜張
力依存性の一端を報告している（Iwamoto et al. PNAS 2018）。本研究では確立した張力操作実験
法を適用し、KcsA チャネル張力応答性のより詳細な解明を目指した。具体的には、シングルチ
ャネル電流から開確率と開状態寿命を解析し、これらパラメータの純粋な膜張力依存特性を明
らかにすることで、膜張力が開閉構造変化のどの過程に効いているのか検討を行う。 
（３）膜張力依存性の分子機序解明 

チャネル分子構造の観点から、開閉挙動の膜張力依存性に関与する因子の特定を試みる。CBB
法では 2 つの油中水滴の圧力をそれぞれ独立して操作できるので、脂質 2 重膜の半層（リーフレ
ット）ごとに異なった張力を発生させることができる。この非対称張力操作により、KcsA チャ
ネルに対して細胞内・外どちら側のリーフレット張力が影響するのか、特定を試みる。さらに、
脂質 2 重膜とチャネル分子との接点と推定されるドメイン、アミノ酸側鎖について、欠損体や変
異体の機能解析を行い、膜張力感知に関与する部位の特定を試みる。 

一方、膜張力がチャネル構造に与える影響について、開閉制御ゲート近傍へ蛍光標識を導入
し、膜張力下での蛍光強度変化から解析を試みる。 
 
４．研究成果 
（１）膜張力実験法の確立 

油中水滴内圧は 100 Pa 程度であり、この圧力を正確に測定できる微小圧力計を CBB 法実験
システムに組込み、油・水圧、毛細管現象を補正したバブル内圧を推定し、Young-Laplace の原
理を使って膜張力を解析した。その結果、従来の解析法と同一の張力値が得られることを確認で
きた。さらに、圧力値の測定と同期してバブル径およびバブル間接触角を顕微鏡画像から連続的
に取得し、リアルタイムで膜張力を解析するプログラムを作成した。これにより、圧力操作によ
る膜張力変化をその場で確認し、狙った膜張力値のもとでシングルチャネル電流解析を行える
ようになった。 
（２）膜張力に対する開閉挙動の応答 

開発した膜張力実験システムを使い、膜張力を連続的に変化させた際の KcsA チャネル開閉
挙動をシングルチャネル電流から解析した。驚くべきことに、膜張力の増大期と減少期で、KcsA
は張力に対して異なる特性を示すこと（履歴現象）が明らかになった。この結果は、チャネルが
過去の膜張力を分子内で"記憶"していることを示唆している。この現象はタンパク質構造変化と
関連付けて解釈することができ、チャネルの構造-機能連関の解明にとって重要な情報を得るこ
とができた。現時点では、この性質の生物学的な意義は不明確であるが、膜タンパク質が力学環

 
図 2．CBB 法での膜張力解析・操作の概要 
 油中水滴半径と内圧から脂質単分子膜張力を計算し、その値と接触角から脂質二重膜張力
を計算する。内圧はピペットに接続した圧力計で測定し、半径と接触角はモニター画像から
解析する。内圧はピペットを介して自在に操作でき、このことで膜張力操作が可能となる。 



境を短期的に記憶できることは、メカノトランスダクション（細胞が力を感知して情報を伝達す
るプロセス）の制御や感度調節に関連する可能性があり、今後の研究の展望として注目に値する
（JACS Au 2021）。 
（３）膜張力依存性の分子機序 

KcsA チャネル開閉の張力依存性に関し、脂質 2 重層の単層（リーフレット）ごとに張力を操
作する実験を行った。興味深いことに、KcsA チャネルの開閉は細胞外側リーフレットの張力に
は影響されず、細胞質側リーフレットの張力のみに依存していることが明らかになった。より詳
細な張力感知の分子機序を明らかにするため、変異体を用いて張力感知部位の検討を行った。変
異導入部位として、膜貫通ヘリックスに存在するトリプトファンやチロシンに着目し、これらを
アスパラギンまたはロイシンに置換した変異体 KcsA を作製した。また、細胞質側リーフレット
表面に配置すると考えられているアミノ末端の両親媒性ヘリックス（M0）の関与を検討するた
め、M0 削除体も実験に用いた。張力制御下でのシングルチャネル電流の開確率を解析したとこ
ろ、すべての変異体の開確率は、野生型と同様に、細胞外側リーフレットの張力操作には影響さ
れなかった。また、細胞質側リーフレットの張力操作に対する開確率の応答は、細胞質側に位置
するトリプトファン変異体と M0 ヘリックス削除体では減弱し、高い開確率となるにはより大き
な張力を負荷する必要があることが分かり、現在より詳細な解析を継続している。 

一方、KcsA の構造に与える非対称張力の影響を検証するために、テトラメチルローダミン
（TMR）標識による蛍光測定実験を行った。この実験は、KcsA の特定部位に標識した TMR の
蛍光強度が KcsA のゲート開閉に伴う構造変化によって変化することを利用したものである。
TMR 標識 KcsA をリポソームに再構成し、直径の小さいリポソームを調製することで膜に非対
称張力を発生させた。KcsA はリポソーム膜に細胞質側を外側に向けて組み込まれていることを
確認しており、上記リポソームでは KcsA の細胞質側リーフレットの張力が大きくなる。蛍光測
定の結果、小径（約 30 nm）のリポソーム膜内では TMR 標識 KcsA の蛍光強度が有意に変化し
ており、ゲート構造に対する細胞質側張力の影響を確認できた(FEBS Lett. 2021)。また、同様な
蛍光測定実験を上記変異体について行ったところ、膜貫通ヘリックスの細胞質寄りに位置する
トリプトファンの変異体と M0 削除体において、張力感知への関与をうかがわせる実験結果が得
られた。 
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